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摘 要 
目的 探讨自噬在角膜上皮细胞空气暴露损伤中的作用及内在机制。 
方法 以人角膜上皮细胞系和 C57BL/6 小鼠建立角膜空气暴露损伤模型。透
射电子显微镜检测损伤过程中细胞结构的变化；免疫荧光染色、免疫印迹和实时
荧光定量 PCR 等方法检测损伤过程中自噬相关基因以及炎症相关因子的表达变
化；TUNEL染色检测细胞凋亡的发生。 
结果 透射电子显微镜观察到空气暴露培养的 HCE细胞中自噬泡的存在。进
一步通过免疫荧光染色和免疫印迹等检测方法证实随着空气暴露培养时间的延
长，细胞中 LC3（LC3Ⅱ）表达显著增强。TUNEL 染色显示加入氯喹和 3-MA
等自噬抑制剂能够明显增加空气暴露培养中的 HCE 细胞的凋亡比率。在小鼠角
膜暴露损伤模型中，暴露处理前期角膜中自噬水平逐渐增加，此时角膜中凋亡细
胞数量同步增加。通过腹腔注射 3-MA后小鼠角膜上皮凋亡细胞明显增加，而自
噬激活剂组较对照组减少。提示自噬能够在一定程度上抑制小鼠暴露损伤模型中
角膜上皮细胞的凋亡。免疫印记检测结果显示 p-AKT 含量持续减少并且 p-p38
表达明显增加，表明在暴露损伤模型可能通过 AKT 和 p38 通路共同调节下游
mTOR 相关信号通路以影响自噬，促进角膜上皮细胞的存活。     
结论  空气暴露损伤可诱导角膜上皮发生自噬，自噬在一定程度上有利于维
持眼表微环境，促进角膜上皮细胞存活。 
关键词： 角膜上皮 空气暴露 自噬
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Abstract 
Purpose. To investigate the effect and internal mechanisms of autophagy in 
air-exposed injury of corneal epithelium. 
Methods. To establish the air-exposed model using HCE cells and C57BL/6 
mice. Transmission electron microscopy( TEM ) was used to detect changes of cell 
structure in the process of air-exposed injury. Immunofluorescence staining, western 
blotting and quantified real-time PCR were used to detect the expression of 
autophagy-related gene and inflammation-related factors in the process of air-exposed 
injury. TUNEL staining to detect the occurrence of apoptosis. 
Results. We observed autophagic vacuoles in air-exposured cells through TEM. 
Further we confirmed autophagy occurred in the process by immunofluorescence 
staining and Western blotting, and autophagy level increased with the passage of time. 
To some extent autophagy can inhibit apoptosis in air-exposed injury by TUNEL 
staining. We found that autophagy inhibitors 3-MA and CQ could accelerate the 
apotosis in the models given by i.p. injection, but autophagy activator rapamycin not. 
The result of TUNEL staining showed that autophagy has the protective effect of cells 
in air-exposed injury model. Western blotting results showed that autophagy may be 
regulated by AKT and p38 in order to promote the survival of corneal epithelial cells. 
Conclusions. Autophagy can be induced by air-exposed injury, and to some 
extent autophagy help to maintain ocular microenvironment and promote corneal 
epithelial cell survival. 
Key words: Corneal epithelium；Air exposure；Autophagy
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第一章 前 言 
1.1 自噬 
1.1.1自噬概述 
自噬是一种细胞自我吞噬并转化胞内组分的分解代谢过程，对维持细胞稳态
起重要作用[1]。它的主要功能是降解内源性蛋白质等生物大分子以及受损的细胞
器等实现氨基酸和单糖等物质的再循环，对营养缺乏、缺氧等逆境环境中维持细
胞内环境的稳态和生存有十分重要的意义。自噬广泛存在于真核细胞中，是一个
高度保守的异化过程。 
自噬常可分为三类[2]：巨自噬(macroautophagy)、微自噬(microautophagy)、
分子伴侣介导的自噬(chaperone-mediated autophagy)。巨自噬是目前自噬研究的
主要领域：即将隔离的胞质小泡运送到溶酶体，以利用溶酶体内的蛋白酶进行降
解[3]。隔离小泡即自噬体，需要 20 多种自噬相关蛋白(Autophagy related proteins，
Atgs)的参与形成。典型的自噬体(Autophagosome，AP)的形成十分保守，需经过
起始、成核、延长和闭包等阶段；此外，自噬还包括融合与降解两个阶段[4]（如
图 1）。起始阶段需要 UNC51 样激酶(ULK1)、Atg13和 FIP200 等的参与。ULK1
能够由腺苷酸活化蛋白激酶(AMPK，能够增加 APM/ATP 比率)激活，被哺乳动
物特异的雷帕霉素复合物 1 (mTORC1)抑制。包含 BCL2 的蛋白复合物是成核阶
段的重要物质，它能够和 Beclin1、磷脂酰肌醇-3-激酶——Vsp34 和 Atg14 相互
作用。在这一阶段，初期自噬体形成过程中 PtdIns3P 介导产生的
Beclin1-Vsp34-Atg14 复合体能够募集 WIPI1 和 Atg2[5]。随后，自噬体的延长和
闭包需要依赖 Atg12-Atg5共轭体系的 Atg7 的作用，该共轭体系能够通过利用磷
脂酰乙醇胺（PE）对微管介导的蛋白 1轻链 3(LC3)进行脂化。通过 Atg9 依赖的
通路，自噬体膜利用脂质进行延伸。闭包阶段确保所有的待降解物都被包含在自
噬体中。最终，这些物质的降解依靠自噬体与溶酶体的关联和融合形成的自噬溶
酶体中完成。FYCO1 作为 Rab7 的效应器能够介导微管依赖的自噬空泡的转运，
参与物质的降解[6]。 
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图 1 自噬的基本过程 自噬过程从起始阶段开始，依次经历成核、延长、闭
包阶段，最终与溶酶体融合，在溶酶体酶的作用下内容物被降解，完成整个自噬
过程。 
1.1.2 自噬的研究历史 
1963 年，在溶酶体国际会议上 Christian de Duve首次提出了自噬的概念[7]，
将它定义为：真核细胞中存在的包裹多种细胞器和细胞质的膜泡发生现象。但
de Duve并不是第一个观察到自噬体的科学家。1957年 Clark 用电子显微镜在新
生小鼠的肾近端小管细胞中观察到包裹无定形物质（含有线粒体）的形状不规则
的囊泡。虽然 Clark 将它们称为“不规则密度的小体”或是“致密体”，但 de Duve
认为这是最早观察到的自噬体。1962 年，Ashford和 Porter 在胰高血糖素处理过
的大鼠肝细胞中发现了膜囊泡包裹的半消化的线粒体和内质网[8]。1967 年，de 
Duve在大鼠肝脏中进一步证实了 Ashford和 Porter的发现。 
在 de Duve提出自噬概念后的二十多年间，由于研究方法的限制，自噬领域
的研究进展非常缓慢。但从二十世纪九十年代开始，Ohsumi 等[9]在酵母中发现
了自噬现象，并在随后的几年间利用该模型相继鉴定出 30 多个自噬相关基因。
至此，几乎所有酵母自噬相关基因均在高等真核生物中找到了同源类似物，这极
大推动了自噬研究的进展。 
1976 年，Mortimore等[10]首先发现氨基酸和胰岛素能够显著抑制大鼠肝脏自
噬和蛋白质的更新，这表明了自噬介导的蛋白质降解受氨基酸水平的调控。此后，
Seglen通过在培养的肝细胞中得到了相同的结论，并发现亮氨酸对自噬的抑制作
用最强。1982 年，Selgen 报道了 3-甲基腺嘌呤(3-MA)能够抑制自噬[11]，但直到
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2000 年 3-MA 的作用机制才被发现。1995 年，Meijer 等[12]发现了雷帕霉素可以
通过抑制mTOR的磷酸化而激活自噬。至此，自噬的两种经典的调控剂——3-MA
和雷帕霉素的自噬分子调节机制已经基本清楚，为其他研究者寻找新的特异性的
自噬调节剂奠定了基础。 
二十世纪八十年代 Pfeifer 和 Mortimore 等[10]在研究肝脏溶酶体超微结构后
提出了微自噬的概念。Mortimore 指出自噬（巨自噬）是由氨基酸和胰岛素等调
节蛋白质的降解，而微自噬主要负责基础降解。1985年 Dice等[13]又报道了分子
伴侣介导的自噬。Dice 等发现饥饿条件下核糖核酸酶的降解速度增加。后来发
现 Hsc70蛋白能够特异性识别核糖核酸酶中的 KFERQ信号，并将其转移至溶酶
体降解，Dice 将该途径命名为分子伴侣介导的自噬。至此，自噬已经发展为三
种类型，它们极大拓宽了自噬的概念和生物学意义，为自噬在其它生物学领域的
研究和应用奠定了理论基础。 
1.1.3 mTOR信号通路与自噬 
前人研究表明，多种信号通路参与自噬的调节进程，但这些通路中有多条途
径在激酶雷帕霉素靶蛋白（target of rapamycin， TOR）处汇集，TOR 试剂调控
自噬的重要激酶。在哺乳动物中，TOR 能够结合多种蛋白，形成至少两种复合
体——TOR复合体 1和TOR复合体 2，虽然它们有着相同的催化亚基组分TOR，
但能够磷酸化不同的下游靶点表现出不同的细胞功能。mTORC1 的上游调节信
号主要包括氨基酸信号、生长因子信号和应激信号等，这里主要介绍生长因子信
号中的 PI3K-AKT 信号通路。 
在正常环境下，生长因子能够同受体酪氨酸激酶（RTK）结合，进而激活
PI3K-AKT 信号通路。活化的 AKT 可通过两种方式激活 mTORC1。Nascimento
等[14]发现活化的 AKT可以通过直接磷酸化来抑制 PRAS40（mTORC1中起抑制
作用的蛋白）进而激活 mTORC1；此外，AKT 还能够磷酸化 TSC2，进而抑制
TSC复合物对 GTP-RHEB的水解能力，最终激活 mTORC1。饥饿等逆境环境中，
细胞外生长因子减少，mTORC1 的激活得到抑制。 
激活的 mTORC1 可以通过直接磷酸化作用调控 ULK1 复合体的活性来调节
细胞内自噬水平[15, 16]。ULK1 是酵母自噬基因 ATG1 在哺乳动物中的同源蛋白。
ULK1 在体内主要是以复合体的形式存在的,除 ULK1 本身外还包括 mATG13、
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FIP200、ATG101，它们共同在自噬的起始成核过程中起重要作用[17]。Russell 等
[18]发现 ULK1 可以通过将 PI3K 复合物中的自噬/Beclin1 调节因子磷酸化，而促
进 ULK1 复合物转移至内质网。内质网上的 VPS24 将催化磷脂酰肌醇转化为 3-
磷酸磷脂酰肌醇，从而促进自噬的起始成核过程。Kim 等[16]发现，在营养充足
时，mTORC1 可以将 ULK1 Ser758位点磷酸化而抑制 ULK1 的活性，进而抑制
自噬的发生。此外，Koren等[19, 20]mTORC1还可以通过磷酸化 DAP1 而抑制细胞
内的自噬水平，但其具体分子机制仍有待进一步研究。 
1.1.4 p38/MAPK介导的应激与自噬 
MAPK 即丝裂酶原活化蛋白激酶，广泛存在于哺乳动物中，参与机体的生
长、发育、凋亡等多种生理过程。1993 年 Brewster 等[21]在研究高渗环境对酵母
的影响时发现了 p38MAPK，之后在哺乳动物细胞内发现了它的同源类似物。
P38MAPK 信号转导通路是细胞内多种信息传递的共同通路，在炎症反应、细胞
凋亡、细胞分化及胞内蛋白质的合成与分泌中都发挥着重要作用。 
MAPK 可分为四个亚族：ERK、ERK5、p38 和 JNK。之前的研究认为 p38
主要介导炎症和凋亡，但最新研究表明 p38 在自噬的调控中也起着重要作用。
Tang 等[22] 发现在亚历山大症中自噬的激活由 p38/MAPK 和 mTOR 信号通路共
同调节的。之后 Paillias 等[23]证实在 TP53 基因缺乏的细胞中，p38可以激活细胞
自噬进而促进细胞的存活。但与凋亡过程不同，p38在自噬中的作用可能是双向
的。Kim 等[24]用 SB203850（p38 抑制剂）处理内质网应激的牙龈细胞，能显著
减少细胞自噬及死亡。 
现在自噬相关的研究已经拓展到很多生物学研究领域：细胞能量代谢、线粒
体的更新与质量控制、发育与分化、衰老与长寿、免疫应答、肿瘤的存活与死亡
等。随着研究的进一步深入，希望在不久的将来人们能够通过调控自噬来治疗疾
病，促进人类健康。 
1.2 自噬与眼部疾病 
在眼部，眼前部的角膜到视网膜色素上皮细胞(RPE)都为视网膜提供了一个
保护性屏障，通过自噬作用来维持视网膜正常的生理结构和功能。自噬在晶状体
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纤维细胞成熟和无细胞器区域的形成过程中起了重要作用。大量研究认为同
FCYO1 一样，Atg5、Vsp34 都在维持晶状体的透明性上起作用。角膜内皮营养
不良也伴随着自噬相关蛋白水平的提升。因此锂和褪黑激素等调节器都可能作为
治疗营养不良的新途径。此外，角膜中的自噬还与各类病菌，如单纯疱疹病毒
(HSV-1）对角膜的感染密切相关。在青光眼模型中，自噬会影响细胞死亡或存活；
在感光细胞的健研究中更多地提到自噬对细胞的保护作用，尤其是在视杆视锥细
胞中的光诱导变性中的保护性作用。RPE细胞持续暴露于各种胞内、胞外的刺激
中，细胞自噬的缺失可能最后导致细胞死亡。异常自噬是年龄相关性黄斑变性
（AMD）发病的重要特征，在由溶酶体和自噬泡降解缺陷导致的致盲性视网膜
疾病中也是如此。 
1.2.1角膜中的自噬 
角膜内皮营养不良主要表现为角膜内皮细胞的进行性变性，并带有一定的遗
传倾向。其中，TGFβI（Transforming Growth Factor Beta 1 Induced )基因点突变
会引起Ⅱ型颗粒状角膜营养不良（Granular corneal dystrophy type 2, GCD2）。该
病表现为角膜上皮和基质中聚合蛋白的年龄性积聚，这会影响角膜的透明性[25]。
TGFβI 蛋白能够介导整合素相关的细胞粘附和迁移作用，Choi 等[25]认为富于突
变倾向的TGFβI蛋白广泛地定位于富含LC3的囊泡中，需要自噬作用进行清除。
用与偶联泛素的蛋白酶体抑制剂MG132处理进行免疫印迹分析表明TGFβ1的清
除不通过泛素/蛋白酶体依赖的途径进行，因此 Choi 等认为自噬是胞内 TGFβI
清除的主要途径。另外，利用雷帕霉素抑制自噬的负调控因子 mTOR 来增强自
噬能够降低突变的 TGFβI 水平，这表明保护性自噬可能与 GCD2 的发病机制相
关[26]。 
同雷帕霉素一样，锂离子也能够通过增强自噬来降解毒性蛋白。Choi 等[25]
认为锂介导的自噬的调节能够用于 GCD2 的治疗：在锂存在时，角膜纤维母细
胞中 TGFβI蛋白表达量降低，同时 LC3Ⅱ与 LC3Ⅰ的比率升高。Choi 等[27]的研
究为自噬治疗 GCD2 提供了更多证据。褪黑激素通过 mTOR 依赖的途径诱导自
噬。褪黑激素的诱导能够使野生型和GCD2的纤维母细胞中的 beclin 1水平增加，
激活自噬。因此褪黑激素和雷帕霉素的共同作用对清除 GCD 角膜纤维母细胞中
突变的 TGFβI更有效[27]。 
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